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® Immunogene Regionen auf dem E*7«Proteln des Humanen Papllfomvirus Typ 16. 



® Die Erfindung tteschreibt zwoi immunogene Re* 
glonen des E7-Proteins von Humanen Papiltomvims 
Typ 16 (HPV 16), wobei die eine immunreakttve 
Region stromabwSrts von Nuldeotid 595 und die 
andere stromabw^rts von IMukieotid 667 des HPV 16 
Genoms tolcalisiert ist 
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Immunogene Reglonen auf dem E7-Protein des Humanen Papillomvfrus Typ 16 



Die Erfindung betrifft zwei immunogene Regio* 
nen auf dem Humanen Papillomvirus Typ 16 (HPV 
16) E7-Protefn. wobei die eine immunreaktive Re- 
gion 3' zu der Nul<leotidposttion 595 und die ande- 
re 3' zu der Nukleotidposition 667 des HPV t6 
Genoms loicalisiert ist 

Papillomviren lassen sich nicht in Kultur ver* 
mehren. Die Verwendung der HPV-ONA als Ola- 
gnostikum sowie die Qewinnung der Expressions- 
produkte, deren Verwendung als Antigene. die iso- 
(ierung von Ant'korpem und die Herstellung ent- 
sprechendeir Diagnostika setzt somit gentechnische 
Veitahren voraus. 

OOrst et aJ.. Proc. Natl. Acad. Sd. USA 80 
(1983) 3813 -3815 beschrett>en einen neuen Typ 
von menschlichen Papillomviren (HPV). den sie als 
HPV 16 bezeichnen. Die DISIA-Sequenz und die 
Genom-Organisatioh dieses Virus sind in Seedorf 
et al«. Virology 145 (1985) 181 - 185 wledergege- 
ben. 

Smotkin und Wettstein. Proc. Natl. Acad. Sci. 
83» 4680 -4684 (1986) identifizierten das E7-Trans- 
kript als das am hlufigsten vorkommende HPV- 
Transkript in der CaSki 2^llinte b2rw. einem ande- 
ren 2!en^x-Karzinom. das HPV 16 ONA hauptsMch- 
Uch als Plasmid enthatt Seedorf et al. EMBO J. 6. 
139 - 144 (1987) zeigten dann. dafl das E7-Protein 
das am hSufigsten vorkommende virale HPV 16 
Protein in solchen 2[ellinien ist, die HPV 16 in 
Integrierter Fomn Oder als Plasmid enthatten. 

Oa$ E7-ProtBin scheint darQberhinaus eine Rol- 
le bei der Aufrechterhaltung des transformierten 
Phdnotyps zu spielen. Weiterhin treten AntikSrper 
gegen E7 Protein gehSuft bei Patienten mit Zervbc- 
Karzinom auf. Der Nachweis von HPV 16 E7 Pro- 
tein bzw. der dagegen geriditeten Antik5rper ist 
deshaib yon Interesse in der Diagnostik. 

Bel der Analyse einer "shot gun" Expressions- 
bank klonierter HPV 16 DNA mit einem polyklona- 
len AnUsenjm gegen HP VI 6 E7 von Kaninchen 
wfurden zwei immunreaktive Reglonen innerhalb 
des E7-Proteins gefunden. Die erste Region liegt 
Im N-terminalen Bereich von E7 und wird durch 
vier verschieden grofle Phagenklone reprSsentiert 

I S'-ATQ TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT GAT CTC TAC TGT TAT GAG CAA-3' 

II. s'-ATQ TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT GAT CTC TAC 

III. S -ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT 

IV. s'-ATQ TTA GAT TTG CAA CCA GAG 

ACA 

Dabei entsprlcht das s'-Ende der Klone der 
Nukleotidposition 595 auf dem HPV 16 Genom 
Entsprechend Ist die AminosSuresequenz der 



vier Klassen: 

I. met leu asp leu gin pro gtu thr thr asp leu 
tyr cys tyr glu gin 

II. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 

5 tyr 

III. met leu asp leu gin pro glu thr thr 

IV. met leu asp leu gin pro glu thr 

Die zweite immunreaktive Region von HPV 16 
E7 wurde bei Nukleotidposition 667 auf dem HPV 

ro 16 Genom lokalisiert 

5'-(3AT GAA ATA GAT GQT CCA GCT GGA CAA 
GCA GAA CCG GAC AGA GCC CAT TAC-3' 
und enthaltdie 17Aminosauren: 
asp glu ile asp gly pro ala gly gin ala glu pro asp 

IS arg ata his tyr 

Die Erfindung betrifft fblgtich die o.g. beiden 
immunreaktiven Reglonen. ihre Verwendung fOr 
Diagnostik* Therapie und als Arzneimittel bzw. Vak- 
zine. 

20 Die Erfindung ist femer in den Beispielen und 

PatentansprQchen entiialten. 



25 



45 



Beispiele: 



1. Herstellung der "shotgun^-Bepressionsbank des 
HPV 16 Genoms. 

30 Die im Bakterienplasmidvektor sp65 kionierte 

HPV 16 ONA wurde mit Ultraschaltscherung und 
anschliefiender DNase I Behandlung auf eine 
durchschnittiiche Fragmentgrdfle von etwa 100 Ba- 
senpaaren (bp) gebracht 

35 Die Enden dieser Fragmente wurden mit Hilfe 
von T4 DNA Polymerase und Exoli DNA Ugase 
aufgefQIlt Der Phagenexpressionsvektor M-tet-J6 
wurde mit PVU H geschnlttsn und die Fragmente 
•blunt" einllgiert fd-tet-J6 ist von dem Bactedopha- 

40 gen fd abgeleitet und von G. P. Smith. Science 
228, 1315 - 1317 (1985) beschrieben worden. 



2. Nachweis von Immunogenen Reaktionen 



Nach Ausplattieren der rekombinanten Phagen 
auf E.C0O K91 wurden Fleplika auf Nitrocellulosefil- 
ter mit spezifischen Seren auf immunreaktive Pha- 
gen untersucht 200 Rekombinanten reagierten mit 
50 dem Antiserum; 30 davon wurden mittels DNA^ 
Sequenzanalyse welter untersucht Folgende Er- 
gebnisse wurden erhalten: 

1. Alle Rekombinanten enthalten E7-spezifi- 
sche Sequenzen. 

2. Innerhalb des E7-Proteins wurden zwei 
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immunogene Regionen gefunden. Die erste Region 
wurde mittels 25 Qberlappender Klone identifiziert. 
Oiese 25 Klone konnten in 4 Ktassen eingeteitt 
werden: 

I. S'-ATQ TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT GAT CTC TAC TGT TAT GAG CAA-3' 

IL S'-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT GAT CTC TAC 

III. S'-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT 

IV. S'-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 

ACA 

Oabei entspricht das s'^Ende der Klone der 
Nukleotidposition 595 auf dem HPV 16 Genom. 

Entsprechend ist die AminosSuresequenz der 
vier Klassen: 

I. met leu asp leu gin pro gtu thr thr asp leu 
tyr cys tyr giu gin 

II. met leu asp leu gin pro gfu thr thr asp leu 

tyr 

III. met leu asp leu gin pro glu thr thr 

IV. met leu asp leu gin pro glu thr 

Die minimale GrSfle dieser Region betrSgt also 
8 AminosSuren. Da monoklonale Antikdrper nur 
gegen Klasse I und II reaglerten, das polykkmale 
Antiserum aber gegen alia 4 Klassen reagierte, 
sind mindestens 2 verschiedene Epitope auf dem 
Antigen der Klasse I bzw. II lokalislert 

Entsprechend der AminosSuresequenz der 
Klasse II wurde ein synthetisches Oligopeptid (met- 
leu-asp4eu-gln«pfo-glu-thr-thr-aspHleu-tyr) im EUSA 
verwendet und zeigte deutllche Rsaktion mit dem 
erwShnten polyklonalen Kantnchensenim gegen 
HPV 16 E7. 

Die zweite immunreaktive Region von 17 Ami* 
nosSuren wurde in 5 Ktonen aufgefunden und bei 
der Nukleotidposttion 667 auf dem HPV 16 Genom 
Idkalisiert 

S'-GAT QAA ATA GAJ GGT CCA GCT GGA CAA 
OCA QAA CCQ QAC AG A GCC CAT TAC-3' 
entsprechend den 17 AminosSuren 
asp glu He asp gly pro ala gly g!n ala glu pro asp 
iarg ala his tyr 



AnsprUche 

1. Immunogene Region von HPV16 E7-Proteln, 
gekennzeichnet durch eine der AmlnosSuresequen- 
;zen 

i. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 
• tyr cys tyr glu gin 

IL met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 

III. met leu asp leu gin pro glu thr thr 

IV. met leu asp leu gtn pro glu thr 

V. asp glu lie asp gly pro ala gly gin ala glu 
pro asp arg ala his tyr 



2. Vakzine, die mindestens ein Peptid der im- 
munogenen Regionen nach Anspruch 1 enthSIt 

3. Oiagnostika zum Nachweis von spezifischen 
Antikdrpem gegen HPV 16 E7-Proteine. gekenn- 

5 zeichnet durch einen Gehalt von mindestens einer 
der AminosSuresequenzen nach Anspnjch 1. 

4. Poly^ Oder monoklonale Antikdrper. die ge- 
gen mindestens eine immunogene Region nach 
Anspruch 1 gerichtet sind. 

10 5. Dtagnosttkum. das poly- oder monoklonale 

AntikSrper nach Anspruch 4 enthalt 

PatentansprQche fOr folgenden Vertragsstaat ES 

15 1. Verfahren zur Herstellung einer Vakzine ge* 

gen HPV, dadurch gekennzeichnet dafl minde* 
stens ein Peptid enthaltend eine der AminosSure- 
sequenzen 

I. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu tyr cys 
20 tyr glu gin 

II. met leu asp leu gin pro giu thr thr asp leu tyr 

III. met leu asp leu gtn pro glu thr thr 

IV. met leu asp leu gin pro glu thr 

V. asp glu lie asp gly pro ala gly gin ala glu pro 
25 asp arg ala his tyr 

mit geeigneten Tragermateriallen versetzt werden. 

2. Verfahren zur Herstellung von Oiagnostika. 
dadurch gekennzeichnet daB mindestens ein Pep* 
tid mit einer der in Anspruch 1 genannten Amino- 

30 sSuresequenzen eingesetzt wird. 

3. Verfahren zur Herstellung von poly* Oder 
monoklonaten Antikdrpem. dadurch gekennzeich- 
net dafl mindestens ein Peptid mit einer der in 
Anspruch 1 genannten AminosSuresequenzen zur 

05 Immunlsierung verwendet wird. 

4. Verfahren zur Herstellung von Oiagnostika, 
dadurch gekennzeichnet dafl nach Anspruch 3 her- 
gestellte poly-oder monoklonale Antikdrper verwen- 
det werden. 
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